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(57) Abstract 

The description relates to novel cytarabine derivatives of formula (1) in which R', R- and R^ have the meanings given in 
the description and their production. The compounds are suitable for the treatment of diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Es werden neue Cytarabin-Derivale der Formel (1), worin R', R2 und R^ die in der Beschreibung angegebene Bedeutung 
besitzen, sowie dercn Herstellung bescfarieben. Die Verbindungen eignen sich zur BekSmpfung von Krankheiten. 
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Neue Cytarabin-Derivate, ihre Herstellung und Verwendung 
Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue Cytarabin-Derivate, deren 
Herstellung sowie deren Verwendung bei der Bekampfung von Krank- 
heiten. 

AraC (= Cytarabin = 4-Ara1no-l-p-D"arabinofuranosyl-2(lH)-pyrimi- 
10 dinon bzw. l-p-D-Arabinofuranosylcytosin, Merck-Index 11. Auf- 
lage. Nr. 2790) ist ein in der Cheraotherapie von Krebserkran- 
kungen bewahrtes Zytostatikum. Durch die im Korper anwesende 
Cytosindesaminase wird das AraC jedoc.h schnell desaminiert und 
damit unwirksam. Zur Erzielung einer therapeutischen Wirkung mup 
15 es daher in hohen Dosen appliziert werden, die fiir den Patienten 
init unangenehnien Nebenwirkungen verbunden sind. Hinzukommt, dap 
Tumorzellen, denen eine Kinase-Aktl vi tat fehlt, AraC nicht zum 
wirksamen 5'-Triphosphat phosphoryl ieren und somit gegen AraC 
resistent sind. 

20 

Um die zu schnelle enzymatische Desamininierung zeitlich zu 
verzogern, wurde die Aminogruppe des Cytosinrestes bisher mit 
Acyl-Schutzgruppen inaskiert (Int. J. Cancer 37, 149 (1986)). Die 
hierbei erhaltenen N^-Acy lAraC-Deri vate zeigten aber, auch wenn 
25 sie in Form von Liposomen appliziert wurden, im Vergleich zu 

underivatisiertem AraC keine verbesserte zytostatische wirkung. 
Die N*-Acylamidbindung dieser AraC-Prodrugs konnte die enzy- 
matische Desaminierung in vivo nur kurzfristig verzbgern. 
Abgesehen davon ist N^-Acyl-AraC bei AraC-Resistenz unwirksam. 

30 

Der AraC-Resistenz von Tumorzellen versuchte man dadurch ent- 
gegenzuwirken, dap AraC oder AraC-5'-Monophosphat kovalent an 
naturliche Phopholipide gekuppelt wurde (DE 83 00 2391). Von 
diesen AraC-Prodrugs erhoffte man sich, dap sie von 
35 AraC-resistenten Tumorzellen aufgenommen und im Zellinnern in das 
aktive AraC-5'-Monophosphat enzymatisch gespalten wurden. Pro- 
drugs, in denen AraC oder AraC-5'-Monophosphat an naturliche 
Esterphospholipide gekuppelt vorliegen und die in Form von Lipo- 
somen appliziert wurden, erfiillten nur teilweise die Erwartungen. 

40 
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Nachteilig bei diesen Prodrugs ist, dap die zum Aufbau der 
Prodrugs verwendeten naturlicben Lipidbausteine zu schnell 
enzymatisch gespalten werden, so dap diese Phospholipid- 
AraC-Prodrugs zu schnell zu inaktiven Oerivaten rnetabolisiert 

werden. 

Es wurden nun neue Cytarabin-Derivate gefunden, die effektiver 
gegen eine enzymatische Desaminierung geschutzt sind und die sich 
zur Therapie von AraC-resistenten Tumorzellen eignen. 

eegenstand der Erfindung sind Cytarabin-Derivate der Formel I 

NH-Rl 

CH2-0-R2 

CH-0-R3 0 

I " A 

CH 2— O— P-O-CHzTX 




OH 



HO 



20 R2, 



worin . 

Ri ein wasserstoffatom, einen Ci4-C24-AUylrest, der gegebenen 
15 falls 1 bis 2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein 

kann, einen aliphatischen C2-C24-Acj.lrest, der gegebenen- 
falls .1 bis 2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein 
kann, oder den Acylrest der Benzoesaure oder Anissaure und 

R3, die gleich oder verschleden sein kSnnen, Wasserstoff- 
atome, Cj-Ca^-Alkylreste, die gegebenenfalls 1 bis 
2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein konnen, 
aliphatische C2-24-Acylreste die gegebenenfalls 1 bis 
2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein konnen, 

bedeuten, wobei jedoch hochstens 2 der Reste Ri bis RJ 
Wasserstoffatome sein konnen und Rl * H ist, wenn R2 und R3 
Acyl reste bedeuten. 



25 
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Als Alkylreste kommen fur Ri insbesondere Hexadecyl und Octadecyl 
in Betracht. 

ist Rl ein Acylrest, so sind folgende Reste bevorzugt: 
Palmitoyl, Oleoyl, Behenoyl. 

Fur r2 und r3 sind unverzweigte Alkyl- und Acylreste mil 1 bis 
20 C-Atomen bevorzugt. 

Die neuen Cytarabin-Derivate der Formel I lassen sich herstellen, 
indem man 

a) aus Verbindungen der Formel II 



worin Rl, r2 und R3 die angegebene Bedeutung haben und R^ 
etnen 2- Oder 4-Chlorpheny Irest darstellt, den chlorierten 
Phenylrest abspaltet oder 

b) eine Verbindung der, Formel III 




NH-Rl 




III, 



HO 



worin Ri, R2 und R3 die angegebene Bedeutung haben, 
oxidiert. 
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Die Abspaltung des chlorierten phenylrestes gemap a) gelingt 
besonders gut, wenn man die Verbindungen 11 5 bis 15 h in einem 
waprig-organischen Losungsmittel bei Raumtemperatur mit Tetra- 
butylammoniurafluorid stehen lapt. 

Die oxidation der verbindungen III gelingt besonders gut bei 
Raumtemperatur mit Jod in organ isch waprigen Losungsmitteln. 

Die so erhaltenen Reaktionsprodukte konnen durch chromatographic 
gereinigt werden. 

Die als Ausgangsmaterial verwendeten Verbindungen der Forrael II 
lassen sich durch Kondensation von Verbindungen der Formel IV 



CH2-OR2 
I 

CH-0R3 0 

I II 
CH2-0 — P- 



IV 



OH 



15 worin R2, R3 und R4 die angegebene Bedeutung haben, mit Verbin 
dungen der Formel V (Ri*H) 



NH-Rl 



HO-CH 




20 



mit Hilfe von Kondensationsmitteln in an sich bekannter Weise 
herstellen. 
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Die Verbindungen der Formel III erhalt man durch umsetzen einer 
Verbindung der Formel VI 

I 

CH-^R3 0 VI, 

I II 
CH 2-0 — P — OH 

I 

H 

worin R2 und R3 die angegebene Bedeutung haben, mit einer ver- 
bindung der Formel V (Rl # H) in Gegenwart eines Saurechlorids 
und anschliepende Oxidation in bekannter Weise. Falls ein Oder 
zwei der Reste Ri, R2 und R3 wasserstoff sein sollen, miissen in 
einer entsprechenden Acyl-Verbindung Acylreste gegen Wasserstoff 
ausgetauscht werden. 

Die Verbindungen IV, V und VI sind bekannt Oder lassen sich nach 
bekannten Verfahren herstellen (Chem. Pharm. Bull. 26, 981 
(1978), Nucleic Acid Res. Symposium Series No. 18, 189 (1987)). 

15 Weiter konnen durch die Anzahl, Lange, Art und Lage der jeweili- 
gen Substituenten in den erf indungsgemapen AraC-Deri vaten die 
amphiphilen Eigenschaften uberraschenderweise in weiten Grenzen 
variiert werden. Die amphiphilen AraC-Deri vate sind somit in 
wSprigen Puf fersystemen 15slich und/oder in Form von Liposomen 

20 dispergierbar. Je nach der amphiphilen Eigenschaft des 

AraC-Derivats ist die Liposoroenbildung ohne und/oder mit weiteren 
Lipidkomponenten erreichbar. Zur Liposoroenbildung konnen alle an 
sich bekannten Verfahren der Liposomendarstel lung verwendet 
werden wie beispielsweise Ultraschall, Gelchromatographie, 

25 Detergenzdialyse. Die jeweils eingefuhrten lipophilen Reste 
beeinflussen auperdem mapgeblich die Grope und Stabilitat der 
Liposomen, die sich aus den jeweiligen amphiphilen AraC-Deri vaten 
bilden. 

30 Durch die gezielte Einfuhrung von lipophilen Resten lapt sich 
aber nicht nur der amphiphile Charakter der erf indungsgeroapen 
AraC-Deri vate gezielt steuern, sondern uberraschenderweise auch 
die zytostatische Wirkung von AraC entscheidend optimieren. 

35 
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Die neuen verbindungen lassen sich wie das AraC selbst gegen 
inaligne Erkrankungen der blutbildenden Zellen einsetzen, 
insbesondere gegen akute Leukamien und chronisch myeloische 
LeuKamle iro Blastenschub. 

5 

Die zytostatische Wirkung der amphiphilen AraC-Oeri vate lapt sich 
in sogenannten Immunol iposomen uberraschenderweise zur gezielten 
Zerstorung von bestimmten Tumorzellen nutzen. Hierzu werden die 
amphiphilen AraC-Deri vate zusammen mit weiteren Lipidkomponenten 

10 in Form von Liposomen in pbysiologischen Puf fersystemen disper- 
giert. An funktionel len Gruppen der Liposoraenmembran werden 
monoklonale Antifcorper iifflnobillsiert. Die so erhaltenen Immuno- 
1 iposomen werden in vitro bevorzugt von den Tumorzellen aufge- 
nommen, die das dero Antikorper entsprechende Antigen exprimieren. 

15 Die Folge dieses Zell-targetings ist die selektive Zerstorung der 
jeweiligen Zieltumorzelle in einem Gemisch verschiedener Zellen. 

Die Wirkung der neuen Verbindungen lapt sich in folgender Ver- 
suchsanordnung zeigen: 

20 

DBA/2-Mausen wurden L1210 Tumorzellen intravenos injiziert, 
wodurch eine Leukamie simuliert wurde. Am Tag 3 und 7 nach der 
Turaorzell-lnjektion wurde den turoortragenden Tieren verschiedene 
Dosierungen der Testsubstanz oder Losungsmittel verabreicht. 
25 Insgesamt ergab sich folgende Einteilung in die einzelnen Ver- 
suchsgruppen: 

Kontrollgruppe (Losungsmittel) 
i.v. Applikation (2 Dosierungen) 
30 - i.p- Applikation (2 Dosierungen) 

i.v. AraC als Referenz (2 Dosierungen) 
i.p. AraC als Referenz (2 Dosierungen) 

Als Parameter fur den Therapieerfolg wird die mediane 
35 uberlebenszeit der einzelnen Versuchsgruppen (10 Tiere pro 
Gruppe) berechnet^ 

In diesen Versuchen zeigten die neuen verbindungen eine bessere 
Wirkung als AraC. 

40 
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Die neuen Verbindungen sollen in einer Dosierung von etwa 
40 - 1000 mg pro Patient und Tag eingesetzt werden. 

Beispiel 1 

5 

Darstellung von D, L-4- ( 1-Hexadecy lami no ) -0- { 1 , 2'd i -0-pal - 
mitoyl-glycero-S-phosphojarabinofuranosylcytosin 

a. Herstellung des Ausgangsmaterials 

10 

5 g (10,7 mmol) 4-{l-HexadecylaTnino)-l-p-D-arabinofuranosyl- 
cytosin wurden zusammen mit 6,8 g (10,7 nrniol) D, L-1, 2-Oi-O-palini- 
toyl-glycero-3-hydrogenphosphonat in 50 ml wasserfreiem Pyridin 
mit 6,6 ml (53,5 mmol) Pi valinsaurechlorid versetzt und unter 
15 Feuchtigkeitsausschlup 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. 

Anschliepend wurde die Losung im Vacuum zum Sirup konzentriert, 
der dann zweimal mit ca. 40 ml Toluol abrotiert wurde. 

b. Herstellung des Endprodukts 

20 

Der gemap a) erhaltene Riickstand wurde mit 200 ml einer 0, 2 M 
Jodlosung (Tetrahydrofuran/Pyridin/Wasser, 90/5/5, V/V/V) 
versetzt und 40 min bei Raumtemperatur belassen. Nach der 
Oxidatiom-wurde der Reaktionsansatz mit einem Gemisch aus 500 ml 
25 Chloroform und 500 ml 2%iger wapriger NaHSOa-Losung ausge- 

schlittelt. Die organische Phase wurde liber NapSO^ getrocknet und 
im vacuum zum Sirup konzentriert* 

Der Sirup wurde mit ca. 80 ml Chloroform aufgenommen und an einer 
30 Kieselgelsaule in Chloroform/Methanol-Gradienten fraktioniert . 
Die Fraktionen des gewunschten Produkts, die mit Chloro- 
form/Methanol (9/1, V/V) die Saule verliepen, wurden vereinigt, 
zur Trockene konzentriert und anschliepend aus Methanol 
kristallisiert. Hierbei wurden 3, 7 g eines weipen Pulvers erhal- 
35 ten, das auf der Kieselgelplatte in System Chloroform/Methanol 
(7/3, V/V) einen Rp-Wert von 0,46 aufwies. 



40 
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Beispiel 2 

Darste 1 1 ung von D-4- { 1-Hexadecy 1 ami no ) -1 -p-D-5 ' -0- ( 1 , 2-d i -0-pa 1 
mi toy 1 -g ly c ero-3-phospho ) arab i nof uranosy I cy tos i n 

Das Beispiel 1 wurde wiederholt, jedoch mit D-1, 2-Di-O-palroi- 
toyl-glycero-3-hydrogenphosphonat als Ausgangsmaterial . Man 
erhielt 4, 4 g Produkt. 

10 Beispiel 3 

Darstellung von D,L-4-(Palmitoyl)-l-|3-D-5'-0-(l, 2-di-O-paln.i- 
toy 1 -g ly cero-3-phospho ) ar ab i nof uranosy 1 cy tos i n 



15 



35 



a) Herstellung des Ausgangsmaterials 



8 g (16 mmol) 4- (Palmitoyl )-l-$-D-arabinof uranosy Icytos in wurden 
zusaixnen mit 16 g (21 mmol) 1,2 D, L-Di-O-palmitoyl-glycero- 

20 3-(2-chlorphenyl)phosphat In 50 ml wasserfreiem Pyridm rait 11 g 
(36 mmol) 2,4,6-Triisopropylben2olsulfonsaurechlorid und 9 ml 
N-Methylimidazol versetzt und unter Feuchtigkeitsausschlup 1 h 
bei Baumtemperatur geschuttelt. Anschliepend wurde der Ansatz im 
vacuum zum Sirup konzentriert, der dann zweimal mit ca. 150 ml 

25 Toluol abrotiert wurde. 

Der RQckstand wurde in 200 ml Chloroform aufgenommen und an einer 
Kieselgelsaule im Chloroform/Methanol-Gradienten fraktioniert. 
Die Frak-tionen des gewunschten Produkts, die mit Chloro- 
30 form/Methanol (95/5, V/V) die Saule verliepen, wurden vereinigt, 
zur Trockne konzentriert und aus Methanol kristallisiert. Sie 
ergaben 9,5 g eines weipen Pulvers. 



40 



b. Herstellung des Endprodukts 

zur Abspaltung des 2-Chlorphenylrestes wurde das isolierte 
Kondensationsprodukt mit einem iiberschup von 3 Squivalenten 
Tetrabutylammoniumfluorid x 3H2O bei Raumtemperatur ca. 6 h 
behandelt. Hierzu verwendete man eine 0,05 H T^^-'f^f ^l^"";""- 
fluoridlosung in Tetrahydrofuran/Pyridin/Wasser (8/1/1, v/v/v). 
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2ur Reinigung wurde der Reaktionsansatz an einer Kieselgeisaule 
im Chloroform/Methanol-Gradienten fraktioniert. Die Fraktionen 
des gewunschten Produkts wurden konzentriert und aus Diethiflether 
kristallisiert. Man erhielt 5 g eines weipen Pulvers, das auf der 
5 Kieselgelplatte im System Chloroform/Methanol (4/1, V/v) einen 
Rf-Wert von 0,20 aufwies. 

Beispiel 4 

10 DarsteUung von D-4-(Palml toy 1 )-l-p-D-5'-0- ( 1 , 2-di-0-pa]nii- 
toyl-glycero-3-phospho)arabinofuranosylcytosin 

Das Beispiel 3 wurde wiederholt, jedoch mit D-1, 2-Di-O-palmi- 
toyl-glycero-3-(2-chlorphenyl)-phosphat als Ausgangsroateri al . Die 

15 Ausbeute betrug 5,9 g. 
Beispiel 5 

DarsteUung von D, L-l-p-D-5'-0-(l-Oktadecyl-glycero-3-phospho)- 
20 arabinofuranosylcytosin 

a) Herstellung des Ausgangsmaterials 

Durch Kondensation von D, L-l-O-Octadecyl-2-O-acetyl-glycero- 
25 3-Hydrogenphosphonat (in Analogic zu Beispiel 1) Oder von 

D, L'l-0-Octadecyl-2-0-acetyl-glycero-3(2-chlorophenyl)phosphat 

(in Analogic zu Beispiel 3) mit 4-(Ben2oyl )-l-p-D-arabinof urano- 
sylcytosin wurde zunachs-t D, L-4-(Ben2oyl )-l-p-D-5'-0-(l-0-octa- 
decyl-2-0-acetyl-glycero-3-phospho)arabinofuranosylcytosin 
30 synthetjsiert und anschliepend an Kieselgel chromatographiert. 

b) Herstellung des Endprodukts 

Das gemap a) erhaltene Kondensationsprodukt wurde mit einem 
35 uberschup methanol ischen Ammoniak ca. 24 h bei Raumtemperatur 
verschlossen aufbewahrt. Dann wurde das Losungsmittel im Vacuum 
abgezogen und der Riickstand an einer Kieselgelsaule im Chloro- 
forro/Methanol-Gradienten fraktioniert. Fraktionen, die das 
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gewunschte Produkt enthielten, wurdcn konzentriert. Der Ruck- 
Stand, der aus Aceton/Wasser kristallisiert wurde. ergab ein 
weipes Pulver, das in. System Chloroforin/Methanol (1/1, V/v) einen 
Rp-Wert von 0,19 aufwies. 

in analoger Weise erhalt man o-l-p-D-5'-0-(l-Oktadecyl-glycero- 
3-phospho)arabino-furanosylcytosin 

Beispiel 6 

Darstellung der Liposomenpraparate 

Fur die Herstellung der Liposomendispersion wurden pro ml 
Chloroform-Methanol (1/1, V/V) ; jeweils 100 mg Soja-Phosphat- 

15 idylchoUn, 10 mg Cholesterol, 1 mg a-Tocopherol, 7 rag 

N2-Palmitoyl-N6-succinoyl-L-lysin und 12 mg D, L-4-(Palmitoyl )- 
l_s-D-5'-0-{l 2-di-0-palroitoyl)-glycero-3-phospho)arabino- 
furanosylcytosin gelost. 0,6 ml dieser Lipidstammlosung wurden m 
einem Reagenzglas durch Verblasen mit Luft in einen LipidfUm 

20 uberfuhrt, der anschliepend ca. 1 h bei SO-C im Vakuum getrocknet 
wurde. Der Lipidfilm wurde mit 3 ml 10 m PBS (0,9 % MaCl und 
10 mM NaHzPO,, pH 7,3) versetzt und mit Hilfe einer Mikrospitze 
eines Desintegrators 30 min mit 40 Watt beschallt. Hierbei 
bildete sich eine opaleszente Liposomendispersion, die fur die 

25 folgende Reaktion verwendet wurde. 

Beispiel 7 



30 



Darstellung der Immunol iposomen 



1,2 nmol eines Antikorpers wurden als Lyophilisat mit 50 fil des 
LiposomenprSparats aus Beispiel 6 und 7 mg (27 Aonol) N(3-Di- 
methylaminopropyl)-M'-ethyl-carbodiimid X HCl (EDC) versetzt und 
durch Zugabe von 30 fil PBS (pH 1) auf pH 4 eingestellt. Im e.n- 
35 stundigen Abstand wurden noch zweimal jeweils 7 mg EDC zugegeben. 
Nach ca. 5 h Riihren bei Raumtemperatur wurde der Reaktionsansatz 
auf eine ULTR06EL ACA 22-Saule aufgetragen und mit PBS (pH 7,4) 
fraktioniert. Fraktionen deren Absorptionsverhaltnisse mit den 
werten des eingesetzten Liposomenpraparats ubereinstimmen, wurden 
40 vereinigt und zum zell-targeting verwendet. 
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Patentanspruche 



Cytarabin-Deri vate der Formel I 



NH-Ri 



CH-0-R3 0 
CH 2 — 0 — P-O-CH 



OH 




HO 



5 
10 
15 
20 

2. 

25 



Ri ein Wasserstoffatom, einen 4-C24-Alkylrest, der 

gegebenenfalls 1 bis 2 Doppelbindungen enthalten und 
verzweigt sein Icann, einen al iphatischen C2-C2A"Ac^1- 
rest, der gegebenenfalls 1 bis 2 Doppelbindungen ent- 
halten und verzweigt sein kann^ Oder den Acylrest der 
Benzoesaure Oder Anissaure und 

r2, r3^ die gleich oder verschieden sein Ronnen, Wasser- 

stoffatome, Ci-C2A-Alkylreste, die gegebenenfalls 1 bis 
2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein konnen, 
aliphatische C2-C24-Acylreste die gegebenenfalls 1 bis 
2 Doppelbindungen enthalten und verzweigt sein konnen, 

bedeuten, wobei jedoch hochstens 2 der Reste Rl bis r3 
Wasserstoffatome sein konnen und Ri H ist, wenn R2 und R3 
Acylreste bedeuten. 

Verfahren zur Herstellung der Cytarabin-Derivate der 
Formel I gema^ Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap roan 

a) aus Verbindungen der Forinel II 



NH-Rl 




II, 



HO 



wo 92/18520 



PCr/EP92/00712 
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b) 



worin Rl, R2 und R3 die angegebene Bedeutung haben und 
r4 einen 2- Oder 4-Chlorphenylrest darstelU, den 
chlorierten Phenylrest R4 abspaltet oder 

eine verbindung der Formel III 

NH-Rl 




III, 



10 3 



worin Rl, R2 und R3 die angegebene Bedeutung haben, 
oxidiert. 

Cytarabin-oerivate der Formel I geroSp Anspruch 1 zur 
Verwendung bei der Bekampfung von Krankheiten. 
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